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RESUMO

PAIVA, Elisa Aparecida Alves. Meiose em hibridos hexaploides de capim-
elefante e milheto. 2006. 53 p. Dissertacio (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. :

Uma estratégia dos programas de melhoramento do capim-elefante
(Pennisetum purpureum, 2n = 2x = 28) é a produ¢do de hibridos entre o capim-
elefante e milheto (P. glaucum, 2n = 2x = 14), originando hibridos tripldides e
estéreis, porém, apresentando qualidade forrageira e proporcionando a obtencao
de cultivares superiores para intensificar a producao leiteira. A esterilidade do
hibrido tripléide, devido ao pareamento irregular dos cromossomos na meiose,
constitui uma barreira aos programas de melhoramento do capim-elefante, pois
impossibilita sua propagacdo via semente. A restauracdo da fertilidade desses
hibridos pode ser conseguida por meio da duplicagdo cromossomica,
propiciando sua propagacdo via semente. Entretanto, é comum, apds a
duplicacdo cromossOmica, a instabilidade do material devido a eliminagdo
cromossomica. Neste trabalho, foi avaliada a meiose de dez hibridos hexapléides
entre capim-elefante e milheto, sendo cinco de origem americana e cinco
nacionais, objetivando avaliar os hibridos quanto a estabilidade meidtica e a
viabilidade do grdo de pdlen. As anormalidades mais freqiientes foram:
pareamento irregular na diacinese, ascensdo precoce de cromossomos na
metifase, segregacdo irregular na andfase e formacdo de micronicleos na
tel6fase e em tétrades. Tais anormalidades afetaram diretamente a fertilidade do
pélen pela producdo de gametas aneupldides, o que foi observado pelas baixas
taxas de viabilidade do pdlen, tanto por colora¢do quanto por germinagdo in
vitro. O hibrido ‘Paraiso’ (cultivar comercial), apesar de apresentar alta taxa de
irregularidades meidticas apresentou 49,96% de viabilidade pelos testes de
coloracdo e 86,17% para germinacdo in vitro. A utilizagdo desses hibridos nos
programas de melhoramento do capim-elefante € discutida.

* Comité de Orientacdo: Profa. Dra. Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientadora) e
Antonio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.



ABSTRACT

PAIVA, Elisa Aparecida Alves. Meiosis in hexaploid hybrids of elephant
grass and pearl millet. 2006. 53 p. Dissertation (Master in Plant Genetics and
Breeding) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

A breeding strategy for elephant grass (Pennisetum purpureum 2n = 2x =
28), is hybrid production with pearl millet (P. glaucum, 2n = 2x = 14),
originating sterile triploids hybrids. However, this hybrid presents good forage
quality and provides superiors cultivars to intensify milk production. Sterility of
triploid hybrid is due to irregular pairing of chromosomes in meiosis and
constitutes a barrier to breeding programs, because it disables seeds propagation.
Fertility can be restored by doubling the chromosomes allowing seeds
propagation. However, it is common after chromosome doubling, the instability
of the material due to chromosome elimination. This work describes meiosis of
ten hexaploid hybrids between elephant grass and pearl millet, being five from
american origin and five from brazilian origin. The objective was to assess the
meiotic stability and pollen grain viability of the hybrids. The most frequent
abnormalities were incorrect pairing during diakinesis, early ascension of
chromosomes during metaphase, irregular segregation during anaphase and
formation of micronucleus in telophase and in tetrads. Such abnormalities
compromised pollen fertility by generating aneuploid gametes, presenting low
pollen viability rates so much for staining as germination in vitro. ‘Paraiso’
hybrid (commercial cultivar), in spite of presenting high rate of meiotic
irregularities, presented 49.96% of pollen viability for the staining test and
86.17% for germination in vitro. The use of these hybrids in breeding programs
of elephant grass is discussed.

* Guidance Committee: Dra. Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor) and
Antdnio Vander Pereira — Embrapa Gado de Leite.

il



1 INTRODUCAO

Pennisetum é um dos mais importantes géneros da familia Poaceae
sendo o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) e o milheto
(Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) as espécies cultivadas de maior importancia
econdmica e forrageira do género. O capim-elefante é uma espécie
alotetrapldide com 2n = 4x = 28 (genomas A*A'BB) e o milheto uma espécie
dipléide com 2n = 2x = 14 (genomas AA). Os programas de melhoramento t&ém
utilizado a estratégia de obtencdo de hibridos tripldides com 2n = 3x = 21
(AAB) entre essas duas espécies, com interesse no desenvolvimento de
cultivares mais produtivas, visando atender a forte demanda por novas
variedades forrageiras que combinem elevada capacidade de producdo com alta
qualidade. Tais espécies sdo estreitamente relacionadas, apresentado boa
capacidade de combinacdo genética, produzindo hibridos interespecificos,
estéreis, porém, de grande interesse forrageiro, uma vez que apresentam maior
aceitacdo pelos bovinos do que o préprio capim-elefante. No entanto, a
esterilidade desses hibridos, devido as irregularidades meidticas, tem sido
apontada como um problema para os programas de melhoramento.

A utilizacdo de antimitéticos que permitem a duplicagdo do nimero
cromossOmico representa uma importante ferramenta na obtenc@o de hibridos
hexapldides com 2n = 6x = 42 (genomas A"A’AABB) e com fertilidade
restaurada. Essa tecnologia permite a introducdo de hibridos entre capim-
elefante e milheto com suposta meiose regular e producdo de sementes, o que
representa um ganho considerdvel nos programas de melhoramento do capim-
elefante. Entretanto, ¢ comum, apds duplicacdo cromossdmica, a instabilidade
do complemento cromossOmico, principalmente devido a eliminagdo

cromossomica. Neste contexto, € de fundamental importancia a identificacdo de



hibridos com estabilidade meidtica e apresentando alta taxa de pdlens vidveis
para utilizacdo nos programas de melhoramento. Hibridos hexapldides entre
capim-elefante e milheto ja foram obtidos tanto nos Estados Unidos da América
(Hanna, 1981) quanto no Brasil (Barbosa, 2004). Neste trabalho, foram
avaliadas a meiose e a viabilidade dos produtos meidticos de alguns desses

hibridos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Citogenética do género Pennisetum

Pennisetum Rich. € um dos mais importantes géneros da familia Poaceae
e caracteriza-se por sua ampla variabilidade genética descrita em,
aproximadamente, 140 espécies que estdo distribuidas por toda a faixa tropical
do planeta. As espécies pertencentes a este género constituem um grupo
heterogéneo, apresentando diferentes nimeros basicos de cromossomos (x = 5,
7, 8 € 9) e numeros cromossdmicos variando de 2n = 10 a 2n = 78, com niveis
de ploidia variando de dipléide a octapldide (Martel et al., 1997).

Harlan & Wet (1971) estabeleceram uma classificacdo genética para o
género em conjuntos génicos primdrio, secunddrio e terciario, com base na
facilidade de introgressdo de germoplasmas selvagens nas espécies cultivadas. O
conjunto génico primdrio é composto pelo milheto (P. glaucum) e outras duas
espécies diploides selvagens (P. mollissimum e P. violaceum), que apresentam
2n = 2x = 14 cromossomos. A espécie P. purpureum (capim-elefante), com 2n =
4x = 28 cromossomos, representa o segundo conjunto gé€nico e, no terceiro,
encontram-se as demais espécies de Pennisetum,comx=5,7,8 e 9.

Entre as espécies cultivadas e de grande importancia forrageira do

género Pennisetum, destacam-se o capim-elefante e o milheto (Brunken, 1977).

2.1.1 Origem e citogenética do capim-elefante (Pennisetum purpureum
Schumach)

O capim-elefante tem a Africa tropical como centro de origem e
diversificacio, onde ocorre naturalmente em varios paises (Brunken, 1977). E
uma das espécies mais conhecidas e de maior importancia econdmica do género

Pennisetum.



O capim-elefante tem nuimero bdsico de cromossomos x = 7, é um
alotetrapldide com 2n = 4x = 28 apresentando genomas A’A’BB e
comportamento dipléide normal (Jauhar, 1981; Jauhar & Hanna, 1998;
Krishnaswamy & Raman, 1954; Martel et al., 1996; Techio, 2002). Evidéncias
de vdrias pesquisas tém mostrado que os cromossomos do genoma A’ sdo
homedlogos aos do genoma A do milheto, ao passo que o genoma B ainda nédo
tem sua origem definida (Jauhar, 1981). Para Martel et al. (1997), o emprego de
técnicas de hibridizagdo gendmica in sifu (GISH) permitiria testar a origem
alotetrapldide ou dipléide de P. purpureum e auxiliar na defini¢do da espécie
doadora do genoma B.

Para Jauhar (1981), o caridtipo do capim-elefante é constituido de
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos € um acrocéntrico. Em
contrapartida, Barbosa et al. (2003), ao estudarem alguns genétipos de capim-
elefante, relataram a ocorréncia de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, porém, os ultimos foram desconsiderados por estarem
presentes em poucas metafases analisadas.

Estudos realizados por Jauhar (1981) e Pantulu & Venkateswarlu (1968),
sobre a morfologia dos cromossomos do capim-elefante, evidenciaram um
caridtipo assimétrico (Stebbins, 1958), tendo o primeiro cromossomo se
mostrado 2,7 vezes maior que o ultimo, sendo os cromossomos 1 e 14
possuidores de regido organizadora do nucléolo (Pantulu &
Venkateswarlu,1968). Resultados concordantes foram relatados por Barbosa et
al. (2003), os quais observaram que a diferenca de comprimento relativo entre o
maior e o menor par de cromossomos, em alguns genétipos, € praticamente o
dobro, podendo-se classificar tais cariétipos como assimétricos. No entanto,
neste mesmo trabalho, alguns gendtipos apresentaram a relacdo entre o maior € o
menor braco menor que 2:1, indicando que o caridtipo desses genotipos

enquadram-se na categoria simétrica. Alteragcdes estruturais, como delecdes e



adi¢des, podem ter contribuido para aumentar ou diminuir a diferenca de
tamanho entre o maior ¢ o menor cromossomo dos diferentes gendtipos de
capim-elefante, sendo esta divergéncia devido a variacdo intravarietal em P.
purpureum (Barbosa et al., 2003).

Na meiose, apesar de ser uma espécie alotetrapldide, o capim-elefante
comporta-se como um dipldide, apresentando bivalentes na diacinese e metafase
I. Ramalho et al. (2004) sugerem que, durante o processo evolutivo de algumas
espécies polipldides, deve ter ocorrido selecdo de mecanismos que propiciam a
maior formacdo de bivalentes ou a segregacdo regular dos cromossomos,
resultando em baixos niveis de esterilidade.

Este fato constitui um aspecto que ainda ndo foi bem investigado nesta
espécie e a formacdo de bivalentes parece ser assegurada pela presenca de
mecanismos supressores do pareamento home6logo, semelhante ao identificado
no trigo hexapléide. Segundo Sears (1976), as bases para esses sistemas de
diploidizacdo no trigo hexapldéide foram reconhecidas pela descoberta de um
gene Phl, supressor do pareamento e algum mecanismo desse tipo parece estar
presente no capim-elefante.

Em estudo da meiose de alguns genétipos de capim-elefante, Techio et
al. (2006) observaram a freqiiente formacdo de 14 bivalentes nas células em
diacinese e metafase I, o que confirma seu comportamento dipléide. Todavia,
anormalidades, como ascensd@o precoce de cromossomos, presenca de
cromossomos pegajosos, nicleos assincronicos e formacdo de micronicleos na
meiose I, foram observadas, ainda que em baixa freqiiéncia.

Poucas descri¢des sobre o processo meidtico e relatos da existéncia ou
nio de distirbios de pareamento e segregacdo sdo encontrados para capim-
elefante. No entanto, a ocorréncia de um sistema de diploidizacdo é fundamental
para a estabilidade genética e alta fertilidade de espécies que apresentam mais de

um conjunto gendmico, como o trigo e o capim-elefante.



2.1.2 Origem e citogenética do milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.)

O milheto é uma espécie agronomicamente importante de duplo
propdsito, pois seus graos sdo utilizados como fonte de alimento humano e na
producdo de rac@o animal e suas folhas e colmos como forragem. Essa graminea
¢ considerada o sexto cereal mais importante do mundo. Nutricionalmente, seu
grdo ¢ superior ao do trigo, do arroz e do milho em relagdo ao conteido mineral,
além de apresentar 16% de proteina (Abreu, 2002; Pantulu & Rao, 1982).

Sua origem e distribui¢io ocorrem em éreas tropicais da Asia e Africa,
sendo cultivado também na India.

O milheto é uma espécie dipldide, anual e de polinizagdo cruzada, em
funcdo de seu hdbito de floracdo protoginica. Apresenta 2n = 2x = 14
cromossomos, nimero determinado em 1929 por Rau (Techio, 2002) e genoma
AA. Para Jauhar (1981), os cromossomos do milheto sdo metacéntricos e
submetacéntricos; o cromossomo maior é 1,5 vez mais extenso que O
cromossomo menor, o que permite classificd-lo como simétrico, de acordo com
Stebbins (1958). Resultado similar a este foi relatado por Barbosa (2000) que
observou uma diferenca de 1,6 vez entre o maior € 0 menor cromossomo, o que
ndo altera sua classificacdo.

Na meiose, o milheto apresenta sete bivalentes e dois quiasmas em cada
um, exceto o bivalente nucleolar, que apresenta um quiasma (Techio, Davide e
Pereira, 2006). Uma baixa taxa de anormalidade foi observada por esses autores,
em que a ascensdo precoce de cromossomos foi a mais freqiiente nos genétipos
analisados. No entanto, a porcentagem de tétrades normais e a alta viabilidade
do pdlen mostraram que as fases subseqiientes da meiose ndo foram afetadas e

que os cromossomos adiantados foram incluidos nos niicleos em formacao.



2.2 Estratégias de melhoramento do capim-elefante

O melhoramento genético de plantas envolve um conjunto de
procedimentos, com fundamentacdo cientifica, visando a alteracio de
caracteristicas de interesse botinico-agrondmicas e a obtenc@o de cultivares
superiores, a partir da manipulacdo da variabilidade genética existente no
germoplasma de determinado grupo.

No Brasil, uma das preocupagdes da pecudria leiteira é o melhoramento
de gramineas forrageiras, visando a obtengdo de materiais com maior producdo
de forragem e qualidade nutritiva e, conseqiientemente, elevando a producdo de
leite por unidade de area (Abreu, 2002).

O capim-elefante, mesmo sendo cultivado por todo territério nacional,
carece de cultivares melhoradas para as diferentes condi¢cdes edafoclimdticas e
sistemas de utilizacdo, devido a existéncia de poucos programas de
melhoramento (Pereira et al., 2001).

Buscando obter novas combinacdes génicas para atender a demanda
nacional por cultivares forrageiras superiores, a Embrapa Gado de Leite, em
1991, iniciou o desenvolvimento de um programa de melhoramento genético do
capim-elefante, buscando cultivares que apresentam maior velocidade de
crescimento, maior produtividade, melhor qualidade forrageira, maior eficiéncia
na utiliza¢do de nutrientes, distribuicdo mais eqiiitativa da producdo de matéria
seca durante o ano, elevada produgdo de sementes vidveis para a propagacdo via
semente, tolerancia a seca e resisténcia ao pisoteio, a pragas e doencgas (Pereira,
1994).

A op¢ao pelo melhoramento genético do capim-elefante reside no fato de
ser uma forrageira cultivada em todo pais, tradicionalmente utilizada pelos

produtores de leite e com elevada produgdo de matéria seca (Pereira et al.,

2001).



Entre as estratégias adotadas pelos programas de melhoramento do
capim-elefante pode-se citar a introducdo de cultivares, considerada a mais
simples em razdo da rapidez na obtencdo dos resultados e pelos baixos custos
envolvidos. Todavia, a chance de introducdo de cultivares superiores € pequena,
em funcdo das condi¢des ambientais diferentes entre os locais de coleta e
introdugdo (Bueno et al., 2001). Além disso, no caso especifico do capim-
elefante, ndo existem programas de melhoramento que possam servir de fonte
para a introducao de material genético melhorado.

Uma alternativa é a exploracdo da variabilidade existente na prépria
espécie, ou seja, a obtengdo de populagdes segregantes por meio de hibridagdes
intra-especificas que, segundo Hanna (1999), constitui uma boa estratégia para
se obter cultivares superiores.

Além disso, o capim-elefante apresenta alta capacidade de trocar alelos
com outras espécies de Pennisetum, possibilitando a realizacdo de hibridagdes
interespecificas e, conseqiientemente, aumento da variabilidade e incorporacio
de novos fendtipos favordveis. Vdrias possibilidades de cruzamentos entre
espécies de Pennisetum sao encontradas na literatura (Dujardin & Hanna, 1985;
Hanna, 1999; Jauhar, 1981; Jauhar & Hanna, 1998; Schanck, 1999), permitindo
o desenvolvimento de gendtipos tteis para a producdo de forragem. A
hibridag@o interespecifica entre o capim-elefante e o milheto, objetivando
associar algumas caracteriscas desejaveis das duas espécies (Pereira et al.,
2000), tem sido proposta como uma alternativa vidvel nos programas de
melhoramento do capim-elefante.

Nos hibridos, o milheto contribui com caracteres como vigor, resisténcia
a seca, tolerancia a doengas, qualidade forrageira e tamanho das sementes,
enquanto que rusticidade, agressividade, perenidade, boa palatabilidade e

elevada produtividade de matéria seca sdo conferidas pelo capim-elefante.



O hibrido, originado do cruzamento entre o capim-elefante e o milheto, é
denominado PMN (pearl millet and napiergrass) e foi descrito, pela primeira
vez, em 1944 por Burton. Este hibrido assemelha-se mais ao capim-elefante, em
funcdo da maior contribuicdo genética (genomas A’B), do que ao milheto
(genoma A). Além disso, o genoma B do capim-elefante € dominante em relagao
ao genoma A do milheto (Gonzalez & Hanna, 1984).

Jahuar & Hanna (1998) consideram o hibrido entre capim-elefante e
milheto o mais importante desse género por apresentar producdo e qualidade
forrageira superiores aos de seus genitores. Segundo Pereira et al. (1999), os
hibridos tripléides tém apresentado grande variabilidade para caracteres de
importancia forrageira. Alguns materiais foram selecionados e apresentaram
23% de proteina bruta nas folhas, valor este superior a média de 16% encontrada
para o capim-elefante.

No entanto, essas duas espécies apresentam niveis de ploidia diferentes,
pois o capim-elefante € alotetrapldide e o milheto € dipléide. A hibridacdo entre
ambas as espécies produz um hibrido tripléide com 2n = 3x = 21 cromossomos e
genomas AA’B infértil. A principal causa da esterilidade do hibrido tripldide é o
nimero de cromossomos nio balanceado. Essa infertilidade do hibrido ¢ um
fator limitante aos programas de melhoramento, pois impede sua utilizacdo em
cruzamentos e sua propagagao por sementes.

A restauracdo da fertilidade do hibrido pode ser conseguida pela
duplicacio do conjunto cromossémico utilizando bloqueadores mitéticos,
produzindo um hibrido hexapléide com 2n = 6x = 42 cromossomos e genomas
AAA’A’BB (Barbosa, 2004; Dujardin & Hanna, 1985; Hanna, 1981; Hanna et
al., 1984; Hanna & Dujardin, 1986) que, segundo esses autores, apresentam
meiose regular, levando a produgdo de sementes maiores e mais vigorosas. Esse

procedimento possibilitaria a propagacdo desses hibridos via semente e



viabilizaria a expansdo das dreas cultivadas de capim-elefante, trazendo
consideraveis contribui¢des para a pecudria leiteira (Schanck, 1999).
Recentemente, foi lancada, pela empresa Matsuda, a primeira cultivar de
capim-elefante propagada por sementes, denominada ‘Paraiso’. Essa cultivar é
um hibrido hexapléide que erroneamente tem sido divulgada como uma nova

espécie, Pennisetum hybridum (Reis, 2005).

2.3 Meiose em hibridos interespecificos

A precisa segregacdo dos cromossomos durante a meiose é essencial
para assegurar uma divisdo celular normal, garantindo a propagacao das células
e a formacgdo de gametas vidveis e, assim, a sobrevivéncia da espécie.

Em espécies agronomicamente importantes € comum o uso de
hibridagdes intra e interespecificas visando ao aumento da variabilidade genética
no género. No entanto, os cruzamentos interespecificos podem formar hibridos
cujo comportamento meidtico € irregular, podendo levar a total infertilidade
dessas plantas. Isso ocorre, principalmente, em funcdo dos diferentes niveis de
ploidia ou de homologia encontrados em espécies do mesmo género. Dessa
forma, torna-se necessario considerar esses fatores nas hibridizacdes como uma

maneira de driblar a barreira da esterilidade.

2.3.1 Pareamento cromossomico

De acordo com Singh (2002), conclusdes erradas podem ser obtidas se a
hipétese da existéncia de parentesco gendmico for baseada apenas na formacao
de hibridos férteis ou estéreis, sem a andlise do pareamento cromossomico, pois
hibridos entre espécies geneticamente similares, quando se esperava que fossem
férteis, sdo, na verdade, estéreis. Isso pode ocorrer devido a alelos

complementares letais, diferenciacdo em genes e estrutura cromossomal.
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Para Crane & Sleper (1989), o pareamento cromossomico em hibridos
serve para avaliar as relagdes gendOmicas entre as espécies envolvidas no
cruzamento, e, segundo Gale & Miller (1987), fornece um importante ponto
inicial em programas de introgressao.

O grau de pareamento cromossOmico observado nos hibridos
interespecificos € importante para inferir relacdo de parentesco filogenético entre
espécies, contribui para o entendimento da evolucdo dos géneros e gera
informagdo sobre espécies ancestrais (Singh, 2002).

A alta afinidade de pareamento entre os cromossomos € uma garantia de
que as barreiras de isolamento reprodutivo que separam as espécies sao
quebradas, permitindo a troca de material genético entre as espécies
(Zwierzykowski et al., 1999).

Risso-Pascotto et al. (2005), ao analisarem o comportamento meidtico
em hibridos interespecificos entre Brachiaria ruziziensis e Brachiaria brizantha,
observaram que a maioria dos cromossomos pareou-se como bivalentes, embora
tenham sido encontrados trivalentes e quadrivalentes. Ressaltam, ainda, que
estes resultados indicam uma relagdo préxima entre essas espécies e que €
possivel a ocorréncia de recombinag@o genética entre os hibridos. No entanto, os
autores enfatizam a necessidade de andlises cuidadosas da eficiéncia reprodutiva
dos hibridos antes da utilizacdo dos mesmos como genitores em programas de
melhoramento.

Geralmente, espécies com genomas similares mostram pareamento
cromossOmico completo ou quase completo em seus hibridos. No género
Triticum, por exemplo, as espécies silvestres existentes na mesma drea
geogrifica, T. monococcum e T. urartu, possuem genomas A e exibem sete
bivalentes em seus hibridos, havendo, portanto, pareamento completo. No
cruzamento de T. turgidum (2n = 4x = 28) com T. urartu (2n = 2x = 14), o

hibrido originado é um tripl6éide 2n = 3x = 21 e a configuracio apresentada na
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diacinese e metifase I mostra a formacao de sete bivalentes e sete univalentes.
Johnson (1975) sugere que 7. turgidum seja um alotetrapldide carregando o
genoma A derivado de T. monococcum e T. urartu. Essas duas espécies possuem
caridtipos idénticos e diferenca insignificante no conteido de DNA nuclear,
sugerindo que elas apresentem genomas similares.

No género Glycine, todos os hibridos resultantes do cruzamento entre
espécies com genoma A e B mostraram 20 bivalentes na maioria dos meidcitos.
No entanto, o cruzamento entre G. microphylla (B) e G. tabacina (B,) revelou
um baixo indice de afinidade gendmica, o que sugere que os genomas B e B,
apresentam algumas diferencas (Singh, 2002).

Hibridos entre Cucumis hystrix (2n = 2x =24) e Cucumis sativus (2n =
2x =14) mostraram 19 univalentes na diacinese, indicando uma baixa afinidade
entre os genomas H (C. hystrix) e C (C. sativus). Ap6s a duplicagdo do niimero
cromossomico, esses hibridos passaram a exibir 21 bivalentes na meiose e uma
baixa taxa de associa¢des multivalentes, confirmando, assim, a divergéncia entre
os genomas H e C (Chen et al., 2003).

O grau de diferenciacio entre as espécies hibridizadas pode ser
estabelecido ndo somente pela andlise do pareamento cromossdmico, mas

também pela estimativa e andlise de anormalidades meiéticas (Rieseberg et al.,

2000).

2.3.2 Anormalidades meiéticas

Os hibridos interespecificos, por apresentarem em seu nucleo diferentes
genomas de diferentes espécies, mesmo sendo genomas similares, podem
apresentar anormalidades meidticas que poderdo afetar diretamente o potencial
reprodutivo da planta.

A andlise de hibridos interespecificos entre Brachiaria ruziziensis e

Brachiaria brizantha, por Risso-Pascotto et al. (2005), mostrou que a fertilidade
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do pdlen foi afetada por algumas anormalidades meidticas, tais como segregagao
cromossOmica irregular, cromossomos pegajosos e citocinese anormal, que
levaram a uma esterilidade de mais de 65% dos grdos de pdlen. Segundo os
autores, a migracao precoce e tardia de cromossomos para os pélos e a formacgao
de microntcleos foram observadas em alta freqiiéncia, em ambas as divisdes
meidticas. Tais anormalidades sdo tipicas de polipléides e foram amplamente
registradas em polipléides de vdrias espécies do género Brachiaria (Mendes-
Bonato et al., 2001; 2002; Risso-Pascotto et al., 2003; Risso-Pascotto, Pagliarini
& Valle, 2005).

Os micronticleos originados na primeira divisdo da meiose dos hibridos
de Brachiaria podem permanecer como micronicleo durante a segunda divisao
ou ser incorporados na placa metafdsica. De acordo com Risso-Pascotto et al.
(2005), ambos os casos foram observados por meio da andlise da préfase II de
tais hibridos. Ja os micrésporos originados na meiose II resultaram da citocinese
anormal apds a teléfase I. Estes fendmenos foram também relatados em B.
decumbens (Mendes-Bonato et al., 2002) e B. brizantha (Risso-Pascotto et al.,
2003). A presenca de cromossomos pegajosos foi verificada em baixa freqiiéncia
entre 0s meidcitos e sua causa ndo é conhecida, apesar de ser um fendmeno
comum no género Brachiaria (Risso-Pascotto et al., 2005).

A terminalizacdo precoce de quiasmas € um evento que pode levar a
segregacdo irregular na metdfase I, Pagliarini (1990) observou que a
terminalizacdo dos quiasmas nos bivalentes, ainda na diacinese, foi a principal
causa da esterilidade dos graos de pdlen em Aptenia cordifolia.

O estudo meidtico do alopolipldide originado do cruzamento
intergenérico entre Triticum turgidum var. carthlicum e Thinopyrum junceiforme
mostrou a ocorréncia de vdrias anormalidades. Ellneskog-Staam & Merker

(2002) afirmam que estes alopolipléides ndo apresentam estabilidade

citogenética e nem genética. Além da formacdo de univalentes, anormalidades
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como segregacio irregular, pontes e assincronia foram observadas na meiose I e
II. Neste trabalho, os autores utilizaram a técnica hibridizacdo gendmica in situ
(GISH) para determinar o nimero de cromossomos de Thinopyrum encontrados
no hibrido e relatam uma alta variagdo no nimero cromossdmico, mostrando que
os cromossomos sdo rapidamente eliminados e que ndo hd nenhum padrio de
pareamento dos genomas de ambas as espécies na meiose.

Distirbios meidticos sdo bastante conhecidos e considerados comuns em
polipléides originados recentemente e tém sido amplamente estudados em

Triticale, anfidipléide entre trigo e centeio.

2.3.3 Eliminaco cromossémica

Ap6s a fertilizacdo interespecifica, € comum a ocorréncia de eliminacio
cromossomica, pois dois diferentes genomas parentais sdo reorganizados dentro
de um ntcleo. Essa nova constituicdo gendmica pode resultar em conflitos
intergendmicos, conduzindo a rearranjos genéticos (Riddle & Birchler, 2003).
Segundo Feldman et al. (1997), uma eliminacdo especifica de seqiiéncias de
DNA acontece nos primeiros estdgios apds a hibridagao.

A eliminacdo cromossdmica somdtica ¢ um mecanismo que pode levar
ao isolamento reprodutivo, podendo ser total ou parcial de um dos genomas
parentais como conseqiiéncia da condicdo hibrida, ou seja, ocorre um desajuste
entre os genomas de espécies diferentes (Abreu, 2002).

Na familia Poaceae, encontram-se algumas das espécies mais estudadas
neste aspecto, como os hibridos de Horderum, Avena, Brassica, Triticum, Zea e
Pennisetum (Sundberg & Glimelius, 1991; Germand et al., 2005; Techio et al.,
2006).

O processo de eliminacdo cromossdmica em hibridos tem sido
intensivamente estudado e vdrias hipéteses foram propostas na tentativa de

explica-lo, tais como: inativagdo dos cromossomos por nucleases, formagao de
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fusos multipolares, assincronia na sintese de nucleoproteinas que pode levar a
segregacdo tardia, separacdo espacial de genomas durante a interfase e na
metifase, supressd@o da funcdo do centrdmero nos cromossomos eliminados e
assincronia nas fases do ciclo celular (Adamowski et al.,, 1998). Muitos
mecanismos de eliminacdo cromossdmica tém sido descritos, incluindo
fragmentacdo dos cromossomos, formacdo de micronicleos, degradacdo da
cromatina, ndo orientacdo dos cromossomos na metifase e cromossomos
atrasados na andafase (Singh, 2002).

Na meiose, o0 mesmo processo de eliminacdo pode ser evidenciado.
Trabalhos com Avena sativa demostraram a ocorréncia de elimanacdo
cromossOmica na meiose via formagao de micronticleos em tétrades (Baptista-
Giacomelli et al., 2000a). Foram observadas também a ndo orientacdo dos
cromossomos homdlogos na metéafase I e a ascensdo precoce de cromossomos
na anéfase I, indicando a ocorréncia de eliminacdo cromossomica.

Linde-Laursen & von Bothmer (1999) afirmam que o mecanismo de
eliminacdo cromossdmica é bastante sensivel e influenciado, tanto por fatores
genéticos quanto por fatores ambientais.

Adamowski et al. (1998) sugerem que a eliminacdo cromossOmica pode
ser induzida pelas condig¢des fisioldgicas das células. Pickering (1985) mostrou
que os cromossomos de Hordeum bulbosum, em hibridos interespecificos entre
H. bulbosum e H. vulgare, sdao eliminados poucos dias apds a fertilizacio e
sugere a influéncia da temperatura na velocidade da eliminagdo cromossdmica,
indicando que as condicdes ambientais podem influenciar na estabilidade do
hibrido.

A ocorréncia de eliminagdo cromossdmica durante a microsporogénese
de um acesso de Paspalum subciliatum foi ressaltada por Adamowski et al.
(1998). Segundo estes autores, a meiose do alopolipléide (2n = 4x = 40) foi

normal até a diacinese, quando a formacdo de 20 bivalentes foi observada.
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Durante a metafase I, o comportamento dos cromossomos passou a ser anormal;
enquanto dez bivalentes encontravam-se na placa metafdsica, os outros dez
permaneciam no citoplasma. Na andfase I, 0s cromossomos mostraram
segregacdo irregular e posterior formacdo de microntcleos na teléfase 1. Na
segunda divisao da meiose, o comportamento dos cromossomos foi 0 mesmo,
mostrando clara assincronia no ciclo celular. Tais anormalidades afetaram a
viabilidade do pélen. Os autores afirmam a ocorréncia de uma barreira de
incompatibilidade que impede a coexisténcia de genomas divergentes no mesmo
sistema celular.

As elimina¢des cromossdmicas podem ocorrer espontaneamente em
organismos de populagdes naturais, como, por exemplo, em hibridos de
Hordeum vulgare e Hordeum bulbosum, ou podem ser induzidas
experimentalmente para atender a uma demanda da agricultura por producio de
hapléides (Pickering, 1985).

A eliminacdo cromossdmica em hibridos interespecificos é uma
poderosa ferramenta nos programas de melhoramento, facilitando a producdo de
linhas de adicdo e a substituicio por meio da eliminacdo cromossOmica
diferencial, enquanto a elimina¢d@o total de um genoma permite a formacdo de
linhagens hapldides. A eliminacdo de microndcleo em micrésporos,
acompanhada do reconhecimento preciso dos cromossomos eliminados, pode
também ser util em programas de melhoramento (Baptista-Giacomelliet al.,

2000a).

2.3.4 Meiose em hibridos entre capim-elefante e milheto

Estudos do pareamento cromossdmico no hibrido tripléide entre capim-
elefante e milheto mostraram que, dos 21 cromossomos, 14 formavam bivalentes
e 7 permaneceram como univalentes. A formacdo dos 7 bivalentes ¢ atribuida a

sinapse entre os genomas A’ do capim-elefante e A do milheto, enquanto que os
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sete univalentes pertencem ao genoma B do capim-elefante (Krishnaswamy e
Raman, 1954).

Pantulu (1967), observando o paquiteno, verificou que os cromossomos
1 a 5 do milheto apresentam homologia com os mesmos cromossomos do
capim-elefante e os cromossomos 6 ¢ 7 do milheto tétm homologia com os
cromossomos 8 e 14 do capim-elefante, respectivamente. As configuragdes
mostrando a formacdo de sete bivalentes e sete univalentes na meiose dos
hibridos s@o consideradas normais, ou seja, meidcitos com essa configuragao sdao
tidos como normais, apesar de inférteis (Krishnaswamy e Raman, 1954).

Virios autores relataram a ocorréncia de irregularidades meidticas em
hibridos tripldides entre capim-elefante e milheto. Sethi et al. (1970) observaram
a presenga de meidcitos, mostrando configuracdes variando de um trivalente +
sete bivalentes + quatro univalentes a quatro bivalentes + treze univalentes. O
comportamento dos trivalentes e dos univalentes, conforme esperado, foi muito
irregular na andfase I, sendo possivel verificar a ocorréncia de 5 a 11
cromossomos nos dois pélos e também de univalentes atrasados, o que resultou
em baixa viabilidade dos graos de pélen.

Sree Rangaswamy (1972) também relatou a ocorréncia de configuracdes
anormais na préfase I da meiose, mostrando associacdes na diacinese,
apresentando mais de sete bivalentes. O autor atribuiu este fato a ocorréncia de
pareamento autossindético ou a associacdes heterocromdticas. Hanna (1981) e
Jauhar (1981) observaram, ainda, a formac¢ado de pontes cromossdmicas, tétrades
anormais e formacao de graos de pélen invidveis.

Techio et al. (2006), analisando trés gendtipos de hibridos tripléides
entre capim-elefante e milheto, relataram a ocorréncia de anormalidades desde
as fases iniciais até a formacdo dos produtos meidticos. Para os trés genétipos,
os autores observaram, em média, 49,3% de anormalidade. Entre as

anormalidades observadas, encontram-se formacdo de univalentes e
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multivalentes, ascensdo precoce de cromossomos tanto na primeira divisdo
meidtica quanto na segunda, segregacdo irregular, pontes simples e multiplas,
cromossomos pegajosos, nucleo assincronico, formacdo de células com
tamanhos desiguais, citomixia, fuso anormal, células binucleadas e formacdo de
micronucleos.

A formagdo de mais de sete bivalentes na diacinese nio foi observada
por Techio et al. (2006), ndo confirmando, assim, a ocorréncia de pareamento
autossindético sugerida por Sree Rangaswamy (1972). No entanto, os autores
relataram a ocorréncia de configuracdes trivalentes e tetravalentes no milheto,
sugerindo a existéncia de homologia intragendmica nessa espécie.

O fato de esses hibridos serem tripléides € apontado, por vdrios autores
(Jauhar 1981; Sethi et al., 1970; Sree Rangasamy, 1972; Techio et al., 2006),
como a causa das anormalidades e conseqiiente infertilidade, pois resulta na
formagdo de univalentes, os quais levam a segregacdo irregular, induzindo a
perda de material genético e originando gametas aneupldides.

Completa inviabilidade dos graos de pdlen foi relatada por Techio et al.
(2006), para os trés hibridos tripléides analisados, por meio das técnicas
convencionais de colora¢do e germinacdo in vitro, o que é coerente com as altas
taxas de irregularidades meidticas encontradas. Correlacdes entre fertilidade e
irregularidades meidticas foram altas e negativas, confirmando que quanto maior
o numero de meidcitos anormais, menor € a taxa de viabilidade do pélen.

A restauracdo da fertilidade desses hibridos € de grande interesse pelos
programas de melhoramento, pois sua forragem € mais produtiva e de maior
aceitacdo pelos bovinos do que o préprio capim-elefante (Jauhar, 1981).

Uma alternativa para restaurar a fertilidade dos hibridos € a utilizag¢do de
antimitéticos, levando assim a duplicacdo do conjunto cromossdmico, dando

condigdes a essas plantas de apresentarem meiose normal e, conseqiientemente,
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a formacdo de sementes, o que € o principal interesse dos programas de
melhoramento.

Segundo Hanna (1981), os hibridos hexapldides induzidos apresentam
megasporogénese e desenvolvimento do saco embriondrio normal, como o
capim-elefante e, para Jauhar (1968), esses hibridos geralmente formam 21
bivalentes na meiose e, raramente, ocorre associagdo multivalente,
comportando-se meioticamente como tipicos dipléides. No entanto, o autor
chegou a essa conclusdo apenas pela ocorréncia de formagdo de sementes e nao
foram realizadas andlises citogenéticas.

Em contrapartida, Glidenhuys & Brix (1961, 1964), citados por Abreu
(2002), descrevem que esses hibridos hexapléides demonstram instabilidade no
nimero cromossdmico somdtico, apresentando uma variagdo de 36 a 49
cromossomos € com 2n = 6x = 42 ocorrendo mais freqiientemente. Os autores
atribuem essa variagdo no nimero cromossomico a um controle genético.

Quanto a origem, pode-se dizer que os hibridos hexapldides surgiram de
uma hibridacdo interespecifica seguida de poliploidizacdo induzida, estando o
homem, neste caso, conduzindo a evolugdo das plantas a seu favor. Segundo
Abreu (2002), a indugdo de poliploidia ndo € tarefa facil, pois as metodologias
variam muito, principalmente com relacdo aos tipos e tempos de acdo dos
indutores, as concentragdes e os tecidos alvo, buscando sempre uma maior
eficiéncia do tratamento. Porém, uma vez conseguida a poliploidizacdo, a
freqiiéncia de plantas mixopldides € grande e a de polipldides estaveis € muito
pequena.

Como ja citado vdrios s@o os estudos que demonstram a ocorréncia de
anormalidades meidticas, porém, além destes estudos, € necessdria a averiguagao
da viabilidade do produto direto da meiose, o grio de pdlen, bem como a

producdo e a viabilidade da semente.
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2.4 Viabilidade do pélen

A viabilidade do grio de pdlen € requerida e imprescindivel nos
programas de melhoramento genético, pois € por meio dele que a troca de
material genético se torna possivel nos cruzamentos, possibilitando a formacgao
da semente. Os dados de viabilidade permitem fazer correlagdes com
anormalidades meidticas e auxiliam na selecdo de gendtipos, o que o torna uma
ferramenta de extrema utilidade nas areas agricola e biotecnoldgica (Techio,
2002).

A andlise da viabilidade do pélen pode ser feita por varias maneiras. No
entanto, as principais sdo a utilizagdo de corantes nucleares e os testes de
germinagao in vitro.

A utilizac@o de corantes consiste em um procedimento simples, barato e
bastante atrativo, por fornecer os resultados rapidamente. A estimativa é dada
pela contagem dos pdlens corados e ndo corados que se mostram vidveis e
invidveis, respectivamente. Vdrios corantes sdo empregados neste fim, como
carmim acético, azul de anilina, azul de algodao, iodeto de potdssio, fluorosceina
di-acetato e verde malaquita com fucsina bésica.

Pelo fato dos grios de pdlens invidveis ndo serem corados, Alexander
(1969, 1980) questionou a utilizagdo desses corantes, pois graos de pdlen com
paredes espessas, mucilaginosas e com presenca de espiculas dificultam a
penetracdo do corante e, assim, sua coloracdo, podendo, equivocadamente,
classificar pélens vidveis que ndo apresentaram coloracdo como abortados.

Como uma alternativa, Alexander (1969, 1980) sugeriu a utiliza¢do de
um corante a base de fucsina bésica e verde malaquita, em que o pdlen vidvel
cora-se de vermelho e o invidvel cora-se de verde, permitindo uma mehlor
diferenciacdo. No entanto, ndo h4, na literatura, um teste de viabilidade universal
com a utilizacdo de um corante especifico. Recomenda-se, entdo, que a

determinacdo da viabilidade dos grdos de pdlen seja realizada a partir de varios
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testes que poderdo auxiliar na padronizacdo de um protocolo adequado para a
espécie em estudo.

Na germinacdo in vitro, o pélen € espalhado sobre um meio de cultura
contendo sacarose (Cangianni, 1988 citado por Techio, 2002) e a viabilidade é
observada por meio da porcentagem de grios de pdlen que emitem tubo
polinico. O grdo de pélen é considerado vidvel quando o comprimento do seu
tubo € maior que o seu didmetro (Shivanna & Rangaswamy, 1982).

Uma outra maneira de obter dados seguros sobre a viabilidade dos graos
de pélen € por meio da polinizacdo controlada, também chamada germinagdo in
vivo, em que se faz a polinizacdo utilizando o pdlen a ser analisado, podendo ser
utilizada a autopolinizacdo ou a polinizacdo cruzada. Apds a polinizacdo, é
necessdrio manter a inflorescéncia protegida para que ndo haja contaminagdo
com pdlens indesejaveis e, apds alguns dias, observa-se se a formacdo da
semente ocorreu devidamente. O resultado € obtido com a formagdo da semente,
ou seja, os polens poderdo ser considerados vidveis se a polinizacdo resultar na
formacao da semente. Este método nao € muito utilizado por ndo ser tdo simples
e também em funcdo da demora para a obtencdo dos resultados. Para algumas
angiospermas, por exemplo, sdo necessdrios 1 a 3 meses para a producdo de
sementes (Stanley & Linskens, 1974), porém, os resultados gerados sdo de
extrema seguranca.

Segundo Techio (2002), a maioria dos estudos sobre viabilidade do
polen para Pennisetum foi realizada na década de 1970, utilizando carmim
acético (Sethi et al., 1970; Sree Ramulu, 1968; Sree Rangasamy, 1972). Para o
milheto, foi observada uma taxa de fertilidade variando de 87% a 97% (Sethi et
al., 1970; Sree Ramulu, 1968; Sujatha et al., 1989), ja para o capim-elefante,
observou-se uma variacdo de 61% a 95%. Para os hibridos entre o capim-
elefante e o milheto, os mesmos autores observaram de 2% a 5% de pdlens

viaveis.
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Techio et al. (2006), ao analisarem trés gendtipos de milheto utilizando
testes de coloragdo com o corante de Alexander, observaram alta taxa de
fertilidade, atingindo 100% de viabilidade para os trés gendtipos. Os autores
associam a mdxima viabilidade ao horério de coleta dos pdlens entre 8:30 e 10
horas, quando as anteras comecam a se tornar deiscentes, estando o pdlen em
seu ponto maximo de viabilidade. Outros pontos que explicam a maior taxa de
viabilidade no milheto sdo sua condicdo dipldide, estabilidade genética e a ndo
ocorréncia de irregularidades no processo meidtico.

Para germinagdo in vitro, para os mesmos trés genétipos, Techio et al.
(2006) relataram uma baixa freqiiéncia de pdlens funcionais mesmo utilizando
vérios testes com diferentes concentracdes e composicdes para os meios de
cultura. Segundo Ayyangar & Rao (1935), os grios de p6len do milheto, assim
como os de espécies de Andropogon e Sorghum, sofrem plasmdlise e ndo
germinam em meio de cultura.

Analisando trés gendtipos de capim-elefante, Techio et al. (2006)
observaram alta taxa de fertilidade, chegando 99,9% e 99,8% para dois
gendtipos; ja para o terceiro, a taxa foi de 71,7%, utilizando os testes de
coloracdo. Vdrias anormalidades meidticas foram relatadas para o gendtipo que
apresentou menor viabilidade dos grdos de pdlen e, provavelmente, tais
anormalidades refletiram na viabilidade dos pdlens.

Para a germinacdo in vitro do capim-elefante, Techio et al. (2006)
relataram um comportamento similar ao do milheto, com uma freqiiéncia muito
baixa de pdlens vidveis. Estes autores atribuiram este fato as condig¢des
oferecidas pelo meio de cultura, ndo refletindo as condi¢des in vivo.

Ao analisar hibridos tripléides entre capim-elefante e milheto, Techio
Techio et al. (2006) relataram total inviabilidade dos graos de pdlen, tanto pelos

testes de colorag¢@o quanto por germinacio in vitro, e atribuiram este resultado as
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altas taxas de anormalidades meidticas encontradas para este hibrido, devido a

sua condigdo tripléide.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e o
material bioldgico utilizado pertence ao Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Gado de Leite. Foram avaliados dez hibridos hexapléides entre capim-
elefante e milheto, sendo quatro gendtipos selecionados de uma populagdo
obtida pela Embrapa Gado de Leite a partir de hibridos hexapldides
introduzidos, em 1995, da Universidade da Florida, Estados Unidos; um
gendtipo selecionado da cultivar comercial ‘Paraiso’ e os demais obtidos por
inducdo de poliploidia de hibridos tripléides obtidos, no Brasil, por Barbosa
(2004), os quais se encontram relacionados na Tabela 1. Os hibridos hexapldides
foram avaliados quanto a ocorréncia de irregularidades meidticas, nimero

cromossOmico somdtico e viabilidade do pdlen.

TABELA 1 Hibridos hexapléides nacionais e americanos.

Hibridos hexapléides
Hibridos nacionais Hibridos americanos
05 02
32 03
35 04
46 20
89 Paraiso
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3.1 Anélise meidtica

Para a andlise meidtica, as inflorescéncias foram coletadas em varios
estagios de desenvolvimento, entre 8h30min e 10h30min, fixadas em &alcool
etilico: dcido propidnico (3:1) e armazenadas, a -4°C, até o momento de serem
avaliadas. As coletas foram realizadas no periodo de abril a julho, em 2005 e
2006.

As laminas foram preparadas de acordo com protocolo convencional
para estudos meidticos, descrito por Techio (2002), utilizando a técnica de
esmagamento e colora¢do com carmim propionico 1%.

Para cada planta, foram observadas, em média, 1.300 células,
quantificando-se as células em estdgios normais e as anormais. Foram também

obtidas as freqiiéncias de anormalidades para o total de células analisadas.

3.2 Anélise mitética

A andlise mitética foi feita a partir de células meristematicas de pontas
de raizes obtidas pelo enraizamento de estacas. Para a obten¢ao de metafases, foi
utilizada a técnica de esmagamento e coloracdo com Giemsa 10%. Raizes com,
aproximadamente, 1 a 2 cm, foram pré-tratadas em solucdo de ciclohexamida 25
mg.L"' e hidroxiquinoleina 300 mg.L™" (1:1) por 2h45min, sendo posteriormente
fixadas em solu¢do Carnoy. Apé6s a fixag@o, as raizes foram submetidas a
maceragdo enzimdtica em solug@o de pectinase por um periodo de quatro horas.
A extracdo e a fragmentacdo do meristema foram realizadas com o auxilio de

um microscépio estereoscopio.
3.3 Viabilidade do pélen

A viabilidade do pdlen foi estimada pela capacidade de coloracdo e

germinagdo in vitro.

25



Utilizando o corante de Alexander (Alexander, 1980), foram
considerados vidveis os pdlens que apresentaram colora¢do roxa e invidveis
aqueles corados de verde.

A germinacdo do grdo de pdlen foi induzida em meio de cultura
contendo 9g de sacarose, 30mg de CaCl, 2H,0, 10mg de H;BO; e 0,7 g de dgar
diluidos em 100mL de 4gua destilada. Os grdos de pélen retirados de anteras
provenientes de paniculas recém-coletadas foram espalhados sobre uma placa
contendo o meio. As ldminas foram colocadas em camara imida e incubadas em
estufa com temperatura de 27°C, durante 5 horas. A viabilidade do pdlen foi
dada em fungdo da porcentagem de pélens germinados, sendo considerados
vidveis aqueles graos de pdlen que apresentavam tubo polinico com
comprimento igual ou superior ao seu diametro.

Nas andlises de viabilidade do pdlen, tanto pela capacidade de coloracdo
quanto pela germinac@o in vitro, foram avaliados 1.000 graos de pdlen por
planta. Para as mensurac¢des do didmetro do grao de pélen foram avaliados 1000
graos de polen por hibrido, coletados em diferentes inflorescéncias. As medidas
foram feitas utilizando-se o programa Sigma Scan Pro v. 2.00.

As fotomicrografias dos meidcitos e graos de pdlen foram feitas com
fotomicroscépio Olympus BX60 e utilizando o software Optronics.

As associacdes entre as irregularidades meidticas e os valores de
viabilidade do pdlen (testes de coloracdo e germinacdo in vitro) foram avaliadas

por meio da correlagdo de Pearson.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anormalidades meidticas

Virias irregularidades foram observadas na meiose dos hibridos
hexapldides analisados, desde as fases iniciais até a formagdo do grio de pdlen.
As taxas de anormalidades foram altas para todos os hibridos analisados. Os
hibridos nacionais apresentaram taxas de anormalidades que variaram de
65,14% (hibrido 05) a 74,72% (hibrido 32), como pode ser visto na Tabela 2. Ja
os hibridos americanos obtidos apresentaram taxas de anormalidades variando

de 59,46% (hibrido 02) a 70,84 % (hibrido 20) (Tabela 3).

TABELA 2 Freqiiéncia observada (%) de células com anormalidades meidticas
para os hibridos hexapléides nacionais.

] % anormalidades
Fases da meiose

05 32 35 46 89
Préfase I 80,00 74,60 84,44 82,50 75,38
Metifase I 74,68 86,24 68,64 66,34 79,05
Anifase I 64,63 77,06 71,97 71,28 71,50
Tel6fase T 65,87 62,24 53,24 69,67 59,00
Proéfase 11 57,30 68,57 51,14 70,59 62,00
Metafase II 60,00 80,00 57,89 0,00 64,71
Andfase 1T 0,00 0,00 75,00 100,00 70,00
Telofase 11 53,90 65,49 55,56 64,00 61,54
Tétrade 55,66 68,23 64,15 59,89 57,30
Total 65,14 74,72 65,29 67,38 68,74

" Células em diacinese
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TABELA 3 Freqiiéncia observada (%) de células com anormalidades meidticas
para os hibridos americanos.

) % anormalidades
Fases da meiose

02 03 04 20 Paraiso
Préfase I' 80,00 80,00 79,69 69,86 77,55
Metéfase I 62,57 67,45 69,74 80,67 73,21
Anifase I 63,19 68,28 69,34 79,42 75,67
Telofase 1 52,74 56,55 52,06 62,50 65,66
Profase 11 60,29 57,75 53,85 63,98 53,13
Metéfase 11 40,00 66,67 25,00 68,18 57,69
Anéfase 11 62,50 50,00 0,00 75,00 56,25
Teldtase 11 60,10 63,01 56,16 64,60 55,74
Tétrade 46,94 69,48 48,13 66,45 54,58
Total 59,46 66,36 63,61 70,84 68,03

' Células em diacinese

As altas taxas de anormalidades meidticas encontradas para os hibridos
hexapldides de capim-elefante e milheto podem ser devido a reunido dos
genomas homedlogos A’ e A do capim-elefante e milheto, respectivamente, que
se encontram duplicados. Além disso, pode-se mencionar a possibilidade de que
as duas espécies (P. purpureum e P. glaucum), individualmente, apresentam
ciclos celulares diferentes e, portanto, quando cruzadas, pode ndo ocorrer
sincronia entre os genomas durante a divisdo celular, levando a ocorréncia de
anormalidades meidticas.

Ao analisar hibridos tripldides de capim-elefante e milheto, Techio et al.
(2006) relataram alta freqiiéncia de disttirbios meidticos, chegando até a 52,4% e
apontam como causa das anormalidades a sua condi¢do tripldide, que leva a
formagdo de univalentes, resultando em segregacdo irregular e formacdo de

gametas aneupléides.
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Contrariamente aos resultados observados neste trabalho, Hanna (1981)
relatou que os hibridos hexapléides induzidos apresentam megasporogénese e
desenvolvimento do saco embriondrio normal, como o capim-elefante e Jauhar
(1968) relata que esses individuos hexapléides, geralmente, formam 21
bivalentes na meiose e raramente ocorre associacdo multivalente, comportando-
se meioticamente como tipicos dipldides. No entanto, o autor chegou a essa
conclusdo apenas pela constatacdo de formagdo de sementes e ndo realizou
andlises citogenéticas.

Foram analisadas, em média, 50 células em diacinese (Préfase I) por
hibrido (nacionais e americanos), as quais apresentaram alta taxa de
anormalidade. Entre os hibridos nacionais, a maior taxa de anormalidade foi
observada para o hibrido 35 (84,44%) e a menor para o hibrido 32, que
apresentou 74,60% de anormalidade nas células em diacinese (Tabela 2). J4 para
os hibridos americanos, as taxas mais elevadas de anormalidades foram
encontradas para os hibridos 02 e 03 (80%) e a menor para o hibrido 20
(69,86%), como pode ser observado na Tabela 3.

Entre as anormalidades observadas na préfase I, as mais freqiientes
foram: ndmero incorreto (reduzido) de cromossomos, formacao de univalentes e
multivalentes em anel e em cadeia (Figuras 1 A, B, C, D, E). O nimero reduzido
de cromossomos na diacinese evidencia a perda cromossdmica antes da meiose.
Este fato corrobora com a ocorréncia de micronicleos nas fases iniciais da
meiose, provavelmente originados nas divisdes mitdticas que antecedem a
meiose (Figura 1F). Este fato também foi observado por Techio, Davide e
Pereira (2006) ao analisarem a meiose de hibridos tripléides de capim-elefante e
milheto. Os autores atribuiram a ocorréncia de micronticleos nas fases iniciais da
meiose a ocorréncia de citomixia ou de mitoses pré-meidticas.

A freqiiéncia de univalentes e multivalentes foi alta e variou entre os

hibridos analisados, chegando a atingir de 50% a 75% das anormalidades
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E
FIGURA 1 Meidcitos dos hibridos hexapldides de capim-elefante e milheto (P.

purpureum e P. glaucum). A. Paquiteno com anel de translocagdo
(seta); B. Diacinese com nimero reduzido de cromossomos e
univalentes (seta); C e D. Diacinese com configuragdes
multivalentes; E. Diacinese com cromossomos em cadeia. F. Inicio

da préfase I com micronticleos (seta). As barras representam 5 pm.
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encontradas na préfase L. Isso pode ter ocorrido em fungdo da presenca de quatro
genomas A no hibrido hexapléide e da auséncia de genes supressores do
pareamento homedlogo.

O comportamento dos univalentes, de acordo com Sybenga (1992), na
maioria das vezes, ndo é normal e pode influenciar na fertilidade dos produtos
meidticos, pois, na metifase, eles, geralmente, ndo permanecem alinhados na
placa equatorial e tendem a migrar precocemente para os pélos, podendo ou ndo
ser incluidos nos nicleos em formacdo na teléfase I. Os univalentes que
apresentarem segregacdo tardia dardo origem a microndcleos nas fases
subseqiientes da meiose, levando a formagdo de gametas aneupldides. Foi
observada alta freqiiéncia de associacdes multivalentes em cadeia e também em
anel, indicando a ocorréncia de pareamento cromossdmico incorreto, esse em
funcdo da ocorréncia de translocagdes.

Jauhar (1968) e Techio et al. (2006), ao analisarem o pareamento
cromossdmico nos hibridos tripléides de capim-elefante e milheto, observaram
que a maioria dos bivalentes formados resultou do pareamento alossindético
envolvendo os cromossomos do genoma A e A’ e que muitos desses bivalentes
eram heteromorficos devido a diferenca de tamanho dos cromossomos do
capim-elefante e do milheto.

Jauhar (1975) refere-se a essa tendéncia para a formagdo de bivalentes
entre os genomas A e A’ como pareamento preferencial, sugerindo a ocorréncia
de homeologia entre os genomas referidos. A existéncia de homeologia entre os
genomas A e A’ pode ser a principal causa da alta freqiiéncia de pareamento
incorreto nos hibridos hexapldides de capim-elefante e milheto, pois a reunido
de quatro genomas A, sem a presenca de genes supressores do pareamento
homedlogo, pode levar a formagdo de quadrivalentes, trivalentes e univalentes
na meiose desses hibridos, o que pode resultar na formacdo de gametas

inviaveis.
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Virias anormalidades foram observadas em alta freqiiéncia nas fases
subseqiientes a profase I, entre elas destacam-se migracdo precoce dos
cromossomos, cromossomos atrasados, formacdo de pontes simples e multiplas
e formacao de microndcleos na tel6fase I e profase II (Figuras 2 A, B, C, D, Ee
F). Estes resultados concordam com os obtidos por Techio et al. (2006) ao
estudarem hibridos tripléides de capim-elefante e milheto. Tais anormalidades
sdo tipicas, também, de outras espécies polipléides, como, por exemplo, em
espécies pertencentes ao género Brachiaria (Risso-Pascotto et al., 2005).

Entre as anormalidades mais freqiientes durante a microsporogénese dos
hibridos analisados, pode-se destacar ascensdo precoce, segregacao irregular dos
cromossomos e formacao de micronticleo.

A ascensdo precoce dos cromossomos (Figura 2A), tanto para os
hibridos nacionais quanto para os americanos, foi responsdvel por cerca de
22,10% e 24,59%, respectivamente, das irregularidades encontradas na meiose I
(Tabelas 4 e 5). Torna-se necessdrio mencionar que, possivelmente, a principal
causa dessa irregularidade € a ocorréncia de ciclos celulares diferentes entre as
duas espécies que compdem os hibridos e, portanto, quando cruzadas, ndo ocorre
sincronia entre os genomas durante a divisao celular.

A segregacdo irregular dos cromossomos foi observada nos dez hibridos
estudados e representou, em média, 10,18% (hibridos nacionais) e 9,33%
(hibridos americanos) das anormalidades observadas durante a meiose I (Tabelas
4 e 5 e Figura 2B). Resultados similares também foram observados por Techio
et al. (2006), porém, em menor freqiiéncia (7%) para hibridos tripléides. Esta
anormalidade causa efeitos drdsticos a célula, visto que pode ocasionar a perda
de material genético. Além de observada na meiose I, esta anormalidade foi

também observada na segunda divisdo meidtica.
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F
FIGURA 2 Meiécitos dos hibridos hexapléides de capim-elefante e milheto (P.

purpureum e P. glaucum). A. Metéfase I com ascensdo precoce de
cromossomos; B. Anifase I com cromossomos atrasados; C.
Andfase I com ponte simples (seta); D. Anifase I com pontes
mdltiplas; E. Tel6fase I com micronicleos; F. Préfase II com

microndcleos. As barras representam 5 (m.
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TABELA 4 Tipos e freqiiéncia observada (%) de células com anormalidades
meidticas para os hibridos hexapléides de capim-elefante e milheto

nacionais.
Anormalidades %
05 32 35 46 89
Univalentes 040 0,80 0,37 0,31 0,58
Multivalentes 0,63 09 055 046 1,05
Cadeias 095 1,04 030 084 0,77
N° incorreto de cromossomos 1,19 0,96 1,10 0,92 2,30
Ascensdo precoce de cromossomo 21,34 23,68 23,33 19,49 22,63
Tg Segregacdo irregular 6,88 12,00 11,94 12,05 8,05
g Microndcleo 4,03 456 554 422 3,74
Pontes 5,30 6,00 390 491 431
Cromossomos pegajosos 1,50 0,88 0,00 1,07 1,25
Nucleo assincronico 0,63 0,72 091 0,69 1,05
Células desiguais 0,00 0,00 0,55 0,00 0,00
Fusos anormais 229 1,04 043 0,08 1,73
Ascensao precoce 024 032 067 0,00 1,05
5 Segregacao irregular 0,00 0,00 0,61 0,08 0,67
E Microntcleo 8,38 10,64 554 12,51 8,15
é Pontes 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00
Células desiguais 040 0,00 049 0,00 0,38
Nucleo assincrénico 126 0,64 0,67 1,61 1,25
-, Triade 1,03 0,72 0,67 046 048
l‘% Poliade 0,00 024 024 0,00 0,29
'g Tétrade com microntcleo 743 8,64 7,19 7,14 8,15
=9

Tétrade com micrésporo anucleado 1,26 0,88 0,18 0,54 0,86

Total 65,14 74,72 65,29 67,38 68,74

'P. meiéticos = Produtos meidticos.
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TABELA 5 Tipos e freqiiéncia observada (%) de células com anormalidades
meidticas para os hibridos hexapléides de capim-elefante e milheto

americanos.
Anormalidades 0 03 ZZ 20 p2
Univalentes 0,35 031 052 035 0,16
Multivalentes 045 043 046 047 031
Cadeias 0,00 0,25 0,87 0,82 0,47
N° incorreto de cromossomos 0,60 049 1,10 1,35 0,99
_ Ascensdo precoce de cromossomos 20,86 22,88 30,76 21,34 27,09
% Segregagdo irregular 10,58 7,67 6,56 8,70 13,13
g Micronticleo 7,30 3,71 290 10,52 4,46
Pontes 5,56 445 6,09 553 3,17
Cromossomos pegajosos 0,15 031 041 0,00 0,00
Nucleo assincronico 030 049 0,58 3,64 1,19
Células desiguais 2,24 0,12 0,58 0,00 0,00
Fusos anormais 0,00 087 0,70 0,29 1,30
Ascensao precoce 0,20 025 0,06 0,88 0,78
_ Segregago irregular 0,20 0,06 000 035 042
Té Micronticleo 447 742 459 176 623
g Pontes 0,05 0,00 0,00 0,18 0,10
Células desiguais 0,75 124 070 076 0,42
Nucleo assincronico 0,84 0,62 0,75 1,82 0,42
= Triade 0,20 05 064 047 0,83
;% Poliade 0,00 043 0,117 0,18 0,26
g Tétrade com microntcleo 427 1224 4,06 541 597
A Tétrade com micrésporo anucleado 0,10 1,55 1,10 0,00 0,36
Total 59,46 66,36 63,61 70,84 68,03

'P. meiéticos = Produtos meidticos; > P. = Hibrido ‘Paraiso’.
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E importante mencionar que, entre os fatores que colaboram para a
segregacdo irregular dos cromossomos, encontra-se a formacdo de fusos
anormais. Portanto, faz-se necessério enfatizar que a correta formacao das fibras
do fuso é um fator que colabora com a precisa segregacdo dos cromossomos
durante a mitose e a meiose, garantindo uma divisdo normal, assegurando a
propagacdo das células e a sobrevivéncia das espécies.

Houve mal-formacdo das fibras do fuso na maioria dos hibridos
hexapléides de capim-elefante e milheto analisados (Tabelas 4 e 5). No hibrido
05 (nacional), essa anormalidade alcancou sua maior freqiiéncia, chegando a
2,29% do total das células analisadas; ja nos hibridos americanos, sua freqiiéncia
foi menor, atingindo 1,30% no hibrido ‘Paraiso’ e ndo foi observada no hibrido
02. Ao estudar a meiose em trés hibridos tripldides de capim-elefante e milheto
Techio, Davide e Pereira (2006) observaram a ocorréncia de fusos anormais em
apenas um dos trés hibridos na meiose I, a uma freqiiéncia de 0,1%.

No entanto, Mendes-Bonato et al. (2006) relataram a ocorréncia de
orientacdo anormal do fuso durante a microsporogénese de hibridos
interespecificos entre Brachiaria ruziziensis € Brachiaria brizantha, que afetou
40% dos meidcitos, o que compromete a utilizacdo desse determinado hibrido
em sistemas de producdo.

Na tel6fase I, foi constatada a ocorréncia de micronucleos indicando a
presenca de cromossomos retardatdrios nao incluidos nos nicleos em formacao
(Figura 2E). Além disso, foi observada a ocorréncia de microcélulas adicionais
(Figura 3A e B), que apresentam segregacdo cromossdmica. Foram observados
microntcleos nas tétrades (Figura 3C) e nos micrésporos. Provavelmente, os
microntcleos deram origem a graos de pdlens pequenos e inférteis (Figura 3D).

Na meiose, o processo de eliminacdo foi evidenciado por Baptista-
Giacomelli et al. (2000a), os quais, trabalhando com Avena sativa,

demonstraram a ocorréncia de eliminacdo cromossdmica na meiose via
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C
FIGURA 3 Meidcitos dos hibridos hexapléides de capim-elefante e milheto (P.

purpureum e P. glaucum). A e B. Microcélula com segregacdo
cromossdmica; C. Tétrade com micronucleos; D. Graos de pdlens

reduzidos. As barras representam Spm.

formacdo de micronicleos em tétrades. Foram observados também a ndo
orientacdo dos cromossomos homdlogos na metifase I e a ascensdo precoce de
cromossomos na andfase I, indicando a ocorréncia de eliminacdo cromossomica.

Em estudo da meiose de um acesso de Paspalum subciliatum, foi
relatada a ocorréncia de eliminagdo cromossdmica (Adamowski et al., 1998).
Segundo os autores, durante a andfase I, os cromossomos mostraram segregacao
irregular e posterior formagdo de micronticleos na tel6fase 1.

O processo de eliminagdo cromossdmica também pode ser evidenciado

neste trabalho por meio da andlise mitdtica dos hibridos hexapléides, a qual
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revelou uma incoeréncia no nimero cromossdmico, revelando variacdo entre 14
a 42 cromossomos em células de uma mesma planta, evidenciando que a
instabilidade cromossdmica também ocorre nas células somdticas desses
hibridos. Esses resultados ndo eram esperados, uma vez que esses genotipos
apresentaram 42 cromossomos, quando avaliados apds indugdo de duplicacdo
(Barbosa, 2004).

Como conseqiiéncia da eliminacdo cromossdmica, observou-se grande
variacdo no didmetro dos grios de pdlen, caracteristica que, de acordo com
Katsiotis & Forsberg (1995), pode variar em func¢do do nimero cromossdmico e
do nivel de ploidia da planta. Entre os hexapléides nacionais, o didmetro médio
do grdo de pdlen variou de 38,46pum (hibrido 32) a 55,61um (hibrido 46), com
média geral de 46,42um (Tabela 6). Ao considerar o conjunto de anormalidades
capazes de propiciar a eliminacdo de cromossomos, pode-se perceber que o
hibrido 32 é o que apresenta maior freqii€ncia (Tabela 2), por conseguinte,
justifica-se o menor didmetro apresentado por este hibrido.

Ja entre os hibridos americanos, aquele que apresentou maior didmetro
médio foi o hibrido 02 (51,87um) e o hibrido 04 apresentou menor didmetro
(24,52um). A média geral entre os hibridos americanos foi de 41,51um (Tabela
6). O hibrido 02 apresenta uma menor taxa de anormalidade (Tabela 3),
podendo-se inferir que isso pode ter levado a uma menor taxa de eliminacio
cromossOmica, o que justifica o maior didmetro do grao de pdlen apresentado
por este hibrido.

Ap6s a fertilizagdo interespecifica, € comum a ocorréncia de eliminagao
cromossOmica, pois a presenca de genomas diferentes no ndcleo pode resultar

em conflitos intergendmicos, levando a reorganizacio dessa nova combinacio.
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TABELA 6 Diametro (um) médio do grio de pdlen para os hibridos nacionais e

americanos.
Hibridos nacionais ~Didmetro (um)' = Hibridos americanos  Didmetro (um)'
05 44,54 b 02 51,87 ¢
32 38,46 a 03 46,05d
35 45,12b 04 24,52 a
46 55,61d 20 44,45 c
89 48,38 ¢ Paraiso 39,83 b
Média 46,42 Média 41,51

1 ~ 1. N ~ N T .
Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Foi constatada a ocorréncia de pontes cromossdmicas e fragmentos
(Figuras 2C e D), em alta freqiiéncia, em todos os hibridos analisados, as quais
estavam acompanhadas ou ndo de fragmentos na microsporogénese. Durante a
meiose I, entre os hibridos nacionais, o que apresentou maior freqiiéncia de
pontes foi o hibrido 32 (6,00%); ja entre os hibridos americanos, foi observada
uma freqiiéncia de 6,09% para o hibrido 04 (Tabelas 4 e 5). Geralmente, foram
observadas pontes simples, embora, em alguns casos, tenha sido detectada a
ocorréncia de pontes miultiplas (Figura 2D).

Alguns estudos sobre meiose de hibridos tripléides entre capim-elefante
e milheto, realizados por Sethi et al. (1970), Sree Rangasamy (1972) e Techio et
al. (2006), também demonstraram a ocorréncia de pontes cromossdmicas, 0S
quais atribuem as inversdes a principal causa desta irregularidade. Segundo
Sybenga (2002), a causa provavel € a ocorréncia de inversdes paracéntricas, caso
as pontes estejam acompanhadas de fragmentos. A auséncia de fragmentos &

justificada por Santos-Serejo (1999) como sendo devido a quebras no
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centrdmero, de forma que os bragos migram para pdlos opostos, podendo
originar novos cromossomos.

Baptista-Giacomelli et al. (2000b) relatam que pontes cromossOmicas
podem ser geradas por cromossomos pegajosos. Neste trabalho, a maioria dos
hibridos avaliados apresentou cromossomos pegajosos (Figura 4A e B). Na
tentativa de correlacionar a ocorréncia dessa irregularidade a formagao de pontes
cromossomicas, observou-se, entre os hibridos nacionais, que o 35 apresentou
menor freqii€ncia de pontes (3,90%) e ndo apresentou Cromossomos pegajosos.
No entanto, essa correlagdo ndo ocorreu entre os hibridos americanos. Os
hibridos 20 e ‘Parafso’ ndo apresentaram cromossomos pegajosos, estando o 20
entre 0s que apresentaram maior freqiiéncia de pontes e o ‘Paraiso’ a menor
(Tabela 5). Assim, no caso dos hibridos analisados, provavelmente, as pontes

estdo associadas ao ciclo quebra-fusdo-ponte e a inversdes.

4.2 Viabilidade do pélen
Todas as anormalidades observadas neste trabalho comprometem a
viabilidade do grdao de pdlen como conseqiiéncia imediata da producdo de

gametas ndo balanceados.

2 3
=
4 L J
&% [R——— —
A B
FIGURA 4 Meidcitos dos hibridos hexapléides de capim-elefante e milheto (P.

purpureum e P. glaucum). A e B. Cromossomos pegajosos. As

barras representam 5 um.
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Na Tabela 7 encontram-se os valores de viabilidade do pdlen obtidos por
dois métodos: colorag@o (Figura 5A) e germinagdo in vitro (Figura 5B), para os
hibridos nacionais e americanos. Por meio desses métodos foi possivel observar
altas taxas de inviabilidade do grao de pélen.

Para o teste de coloracdo (Tabela 7), foi observada, entre os hibridos
nacionais, freqiiéncia de pdlens vidveis variando de 0,17% (hibrido 32) a
34,21% (hibrido 35). J4 para os hibridos americanos, a freqiiéncia de pdlens
vidveis variou de 2,39% (hibrido 20) a 49,96% (Paraiso). Diante do exposto,
parece razodvel pensar que as irregularidades observadas durante a divisdo
celular foram as principais causas da baixa freqiiéncia de pélens vidveis.

Sethi et al. (1970), Sree Ramulu (1968) e Sree Rangasamy (1972)
estudaram a viabilidade polinica por meio de corantes nucleares e observaram
que os hibridos interespecificos entre capim-elefante e milheto apresentaram
fertilidade que variou de 2% a 5%. Em contrapartida, Techio et al. (2006)
estudaram trés hibridos tripléides de capim-elefante x milheto e ndo detectaram
a presenca de pdlen vidvel por meio da técnica de coloragdo. Estes autores
sugeriram que a completa esterilidade observada nos trés hibridos tripléides
revela que a combinacdo dos complementos cromossOmicos parentais nao
refletiu em graus varidveis de fertilidade nesses hibridos, embora eles
apresentem diferentes freqiiéncias de irregularidades.

As freqiiéncias de pdlens vidveis, obtidas por meio da técnica de
germinagao in vitro (Tabela 7), para os hibridos nacionais, variaram de 25,24%
(hibrido 89) a 30,71% (hibrido 35), enquanto que, para os hibridos americanos,
observou-se uma alta variacdo, 8,82% (hibrido 20) a 86,17% (Paraiso). E
necessario ressaltar que ndo foi possivel obter dados de germinacio in vitro para
os hibridos 05 e 32 (nacionais) devido a ndo deiscéncia das anteras. No entanto,

para os hibridos 02 e 04 (americanos) foi perdida a época de florescimento.
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A B
FIGURA 5 Meiécitos dos hibridos hexapléides de capim-elefante e milheto (P.

purpureum e P. glaucum). A. Graos de pdlens vidveis (seta) e
invidveis (ponta de seta) corados com corante de Alexander; B.
Graos de pdlens em meio de cultura para germinacdo. As barras

representam 20 wm.

TABELA 7 Freqiiéncia de graos de pdlens vidveis (%) obtidos por meio da
técnica de coloracdo e germinacio in vitro para os acessos hibridos
hexapléides nacionais e americanos.

Hibridos nacionais VPC' VPG’
05 19,67 -
32 0,17 -

35 34,21 30,71

46 22,59 28,99

89 7,47 25,24

Hibridos americanos VPC' VPG
02 8,65 -

03 30,97 30,96
04 49,24 -

20 2,39 8,82

Paraiso 49,96 86,17

'VPC = Viabilidade do pélen por coloracio; “VPG = Viabilidade do pSlen por
germinagao.
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As elevadas taxas de anormalidades meidticas, aliadas as baixas
freqiiéncias de viabilidade do pdlen, refletem o comportamento meidtico instavel
dos dez hibridos avaliados.

A fertilidade do pdlen deve ser adequada para garantir a producio de
sementes. Para que os hibridos possam ser largamente utilizados nos sistemas de
producdo, eles devem produzir boa quantidade de sementes vidveis para atender
a demanda de extensivas dreas de pasto, portanto, a producio de graos de pdlens
férteis é requerida. Ao considerar este aspecto, o hibrido ‘Paraiso’ merece
destaque especial, visto que apresenta alta freqii€ncia de pdlens vidveis,
observada tanto pelo teste de coloragdo (49,96%) quanto pelo teste de
germinacdo (86,17%). Porém, devido a elevada freqiiéncia de irregularidades
meidticas (68,03%) apresentada por este hibrido, a sua eficiéncia reprodutiva

deve ser cuidadosamente avaliada.

4.3 Correlacoes entre fertilidade e irregularidades meiéticas

Foi realizada uma andlise de correlagdo entre freqiiéncia de
anormalidades e freqii€ncia de pdlens vidveis, obtida pelo método de coloracdo
(Tabela 8), para os hibridos nacionais, obtendo-se um valor de -0,85. Esse
resultado concorda com a afirmacdo de que as irregularidades observadas ao
longo da meiose sdo repassadas para o produto final, o grio de pdlen. No
entanto, para os hibridos americanos, nao houve correlacdo (r = -0,01) entre as
freqiiéncias de anormalidades e o método de coloragdo, embora o hibrido 20
tenha sido o que apresentou maior taxa de irregularidades meidticas (70,84%).
Ao analisar trés hibridos tripléides de capim-elefante e milheto, Techio et al.
(2006) observaram que a correlagdo entre a taxa de viabilidade obtida por
coloragdo e freqiiéncia de irregularidades meidticas foi alta e negativa

(-0,99).
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Correlagdo alta e negativa (r = -0,94) foi observada entre as freqii€ncias
de anormalidades meidticas e o teste de viabilidade do pélen, por meio da
germinacdo in vitro (Tabela 8), para os hibridos nacionais, indicando que as
irregularidades durante a divisdo meidtica foram transmitidas ao pdlen, porém,
para os hibridos americanos foi observada uma correlagdo menor (r = -0,41).
Techio (2002) observou correlacio alta e negativa (r = -0,71) entre a freqiiéncia
de pdlens vidveis obtida por germinagfo in vitro e a freqiiéncia de anormalidades
meidticas.

Sree Ramulu (1968), ao trabalhar com o hibrido hexapléide entre capim-
elefante e milheto, ndo observou correlacdo entre os distirbios meidticos e o
grau de esterilidade do pdlen.

Ao avaliar o grau de associag@o entre a fertilidade, obtida pela coloracdo
e germinacio in vitro, observaram-se valores altos e positivos, indicando que os
dados obtidos pelas duas técnicas foram consistentes com os dados de

irregularidades meidticas. Isso alvitra a possibilidade de uso dos resultados

TABELA 8 Correlagdes entre anormalidades meidticas (%) e graos de pdlens
vidveis (%) obtidos por meio da técnica de coloragdo e
germinagdo in vitro para os hibridos hexapléides de capim-
elefante e milheto nacionais e americanos.

Correlacoes (%)

Origem dos hibridos
r (ac)' r (ag)’ r (cg)’
Hibridos nacionais -0,85 -0,94 0,99
Hibridos americanos -0,01 -0,41 0,94

"r (ac) = Correlagio entre % de anormalidades meidticas e % de viabilidade do
pélen por coloracio; * r (ag) = Correlagio entre % de anormalidades meidticas e
% de viabilidade do pélens por germinacio in vitro; ° r (cg) = Correlagdo entre
% viabilidade do pdlens por coloracio e % de viabilidade do pdlens por
germinacao in vitro.
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de testes de fertilidade como estimativa de distirbios meidticos, uma vez que
oferece a vantagem de uma avaliacdo rdpida da situacdo de uma espécie quanto
ao processo de formacgdo dos gametas e estabilidade genética.

Faz-se necessario um importante comentdrio sobre a possibilidade de
utilizacdo dos hibridos nacionais em futuros ensaios de avaliacdo de cultivares,
visto que estes apresentam taxas de anormalidades meidticas semelhante a dos
hibridos americanos. Deve-se considerar, também, o fato de que o hibrido
americano ‘Paraiso’ ja ¢é utilizado comercialmente e os outros hibridos
americanos ja passaram por trés ciclos de selecdo sucessivos, ressaltando o
potencial que os hibridos nacionais apresentam para o desenvolvimento de novas
cultivares. H4d também a possibilidade dos hibridos nacionais produzirem

sementes vidveis dado que o hibrido ‘Paraiso’ produz sementes viaveis.
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5 CONCLUSOES

Os hibridos hexapléides entre capim-elefante e milheto apresentaram
alta taxa de anormalidades meidticas, as quais favoreceram a formacgao de graos

de pélen com nimero cromossdmico desbalanceado e inférteis.
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